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Alzheimerin taudin (AD) riskigeenien toimintaa ymmärretään nykyään vielä huonosti 
eikä taudin familiaalisen (familiaalinen Alzheimerin tauti FAD) ja sporadisen muodon 
etiologiaa täysin tunneta. Ainakin FAD:n riskigeeneihin kuuluvat toisiaan rakenteellisesti 
muistuttavat preseniliini 1 ja preseniliini 2 (psen1 ja psen2), jotka toimivat tetrameerisen 
γ-sekretaasikompleksin katalyyttisiä osina (1) ja ne ovat homologisia ihmisen PSEN1- ja 
PSEN2-geenien kanssa (2,3). γ-Sekretaasi osallistuu yli 60 proteiinin pilkkomiseen, mikä 
viittaa siihen, että sen tehtävänä olisi joko signalointi ja transkription säätely proteiinien 
solunsisäisillä osilla tai kalvoproteiinien turnover (4).  γ-Sekretaasin osia ovat 
preseniliinien lisäksi nicastrin (NCT), presenilin enhancer-2 (Pen-2) sekä anterior 
pharynx defective-1 (APH-1) (5). γ-Sekretaasi osallistuu mm. amyloidiproteiinin 
(amyloid precursor protein 2 APP), Notch:n sekä E- ja N-kadheriinin proteolyysiin (1). 
Preseniliinit osallistuvat sekretaasi-aktiivisuuden lisäksi solun moniin eri toimintoihin, 
kuten β-kateniinin fosforylaatioon (6) ja siten myös Wnt-signalointiin sekä kalsiumin 
solunsisäiseen säätelyyn (7). Preseniliinit saattavat vaikuttaa myös erilaisten 
kalvoproteiinien, kuten reseptorien ja intergriinien kulkuun ja hajotukseen (1). Psen1 ja 
psen2 osallistuvat etenkin Notch -signaloinnin kautta alkion eri kudosten erilaistumiseen 
ja kehitykseen (8).  
Preseniliini-proteiinit ovat noin 50 kDa:n kokoisia transmembraanisia kalvoproteiineja 
joiden topologiasta ei ole vielä konsensusta (5). Preseniliinit ovat rikastuneet 
lipidilautoissa (9) ja niitä ilmentyy lähes kaikilla solun membraaneilla (5). Vielä ei ole 
selvää ovatko psen1 ja psen2 lokalisoituneet samoihin membraaneihin, vai onko kukin 
eri puolilla solua, mikä voisi vaikuttaa niiden substraattispesifisyyteen sekä erilaisiin 
tehtäviin γ-sekretaasin osana (1). Proteiinien yhden sytoplasmisen osan endoproteolyysi 
tuottaa N- ja C-terminaaliset fragmentit (NTF ja CTF), jotka yhdessä muodostavat 
heterodimeerin (5). NTF:n ja CTF:n kahdessa solukalvon läpäisevässä osassa on 
aspartaattitähteet, jotka ovat välttämättömiä γ-sekretaasin katalyyttiselle aktiivisuudelle 
(5) (kuva 1). Seeprakaloissa psen1 ilmentyy maternaalisesti heti yksisoluvaiheesta lähtien 
ja sen määrää säädellään kehitysvaiheen mukaan, kun taas psen2 ilmentyy vasta 
gastrulaatiosta lähtien (10). Mutaatio kummassa tahansa preseniliinigeeneistä aiheuttaa 




Preseniliinien säätelystä tiedetään vielä varsin vähän. NTF:ia ja CTF:ia tuotetaan 
ylimäärä ja niiden lopullinen määrä on tarkkaan säädelty ja riippuvainen muustakin kuin 
endoproteolyysistä, sillä ainakin glykogeenisyntaasikinaasi-3β (GSK-3β) fosforyloi 
psen1 CTF:n, mikä säätelee sen hajotusta (12). Lisäksi preseniniliinien transkriptioon 
vaikuttaa psen proteiinin määrä takaisinkytkentämekanismilla (13). Immunofiliineihin 
kuuluvan FKBP14-proteiinin on esitetty stabiloivan preseniliinejä karkeassa 
endoplasmakalvostossa, sillä sen puuttuminen vähensin psen:n määrää sekä γ-sekretaasin 
aktiivisuutta banaanikärpäsellä (Drosophila) (14). 
 
 
Mutatoituneiden preseniliinien huomattiin aiheuttavan häiriöitä neuronien kalsium-
tasapainossa, jonka jälkeen psen-poistogeenisellä hiirimallilla selvisi, että preseniliinit 
toimivat kalsiumin vuotokanavina ER:ssa (7). Samassa tutkimuksessa todettiin, että 
mutatoituneen psen:n aiheuttama toiminnallinen vaje kompensoitui ryanodiini-
reseptoreilla, ja näiden inhibitiolla saatiin indusoitua AD:ia muistuttavia muutoksia, 
kuten neuroneiden atrofiaa ja amyloidikertymiä.  
Preseniliinien on osoitettu vaikuttavan myös Wnt/β-kateniini-signalointiin. β-Kateniini 
toimii sytoplasmassa Wnt-signaloinnissa sekä toisaalta solukalvolla E-kadheriinin kanssa 
soluadheesioossa. Riippumattomina Wnt-aktivaatiosta preseniliinit toimivat telakkana 
PKA:lle ja GSK-3β:lle, jotka vastaavat β-kateniinin fosforylaatiosta, mikä johtaa sen 
Kuva 1. Havainnekuva preseniliinien rakenteesta, jossa on 
oletettavasti 9 transmembraanista osaa (TMD). TMD6 ja TMD7 
sisältävät katalyyttisen keskuksen muodostavat aspartaattitähteet. 
Kohta, josta proteiini jaetaan endoproteolyysillä NTF:ksi ja 
CTF:ksi on merkattu katkoviivalla. 
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hajoamiseen ubikitinaatiomekanismilla (6). Psen1:n puutos siten lisäsi β-kateniinin 
määrää sytosolissa johtaen Wnt-signaloinnin yliaktivaatioon ja hyperproliferaatioon (6). 
Tällä on embryologian lisäksi merkitystä myös kasvainten muodostumisessa, sillä 
mutatoituneita Wnt-signaloinnin komponentteja, on löydetty ihon ja aivojen 
karsinoomista ja medulloblastoomista (6). 
APP:n proteolyysi alkaa joko α-sekretaasin (ADAM) tai amyloidogeenisen β-sekretaasin 
(BACE) pilkkoessa APP:ta vapauttaen sen solunulkoisen osan. Tämän jälkeen γ-
sekretaasi katkaisee solukalvossa sijaitsevan Aβ-osan kahdesta kohdasta vapauttaen 
solunsisäinen osan (APP intracellular domain AICD) sekä P3- tai Aβ-fragmentin riippuen 
edeltävän sekretaasin toiminnasta (1) (kuva 2). Syntyvä AICD kulkeutuu tumaan, jossa 
se säätelee useiden geenien transkriptiota (15). Preseniliinin pilkkoessa APP:ia β-
sekretaasin jälkeen syntyy enimmäkseen 40 aminohapon pituisia Aβ40-peptidejä, mutta 
myös muita variaatioita esiintyy. Hydrofobinen Aβ42-peptidi on taipuvaisempi 
aggregoitumaan ja sen muodostamat amyloidifibrillit sekä varsinkin liukoiset Aβ42-
oligomeerit ovat neurotoksisempia kuin kaksi aminohappoa lyhyempi monomeerinen 
variantti Aβ40 (16). AD-potilailla, joilla on mutaatio psen- tai APP-geeneissä on havaittu 
lisääntynyt määrä Aβ42-peptidejä (17). Aβ:n kaikkien eri muotojen neurotoksisuudesta 
ei kuitenkaan ole vielä täyttä selvyyttä ja niillä on myös osoitettu olevan vaihtelevia 
vaikutuksia neurotransmissioon (1).  
 
Kuva 2. APP:n ja Notch:n proteolyysi. γ-Sekretaasi katkaisee APP:n γ40 - ja γ49- sekä Notchin 
S3- ja S4-kohdista (20). 
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Notch osallistuu nisäkkäillä mm. solujen erilaistumiseen, proliferaatioon, apoptoosiin, 
gliogeneesiin sekä muistiin ja oppimiseen (8). Notch:n kautta tapahtuvat lateraali-
inhibitio sekä induktio säätelevät jakautuvien solujen määrää neurogeneesissä sekä 
estävät kantasoluja erilaistumasta liian aikaisin (4). Notch-signalointi perustuu ligandin 
indusoimaan proteolyysiin, joka vapauttaa solunsisäisen osan (NICD) välittämään 
signaalin tumaan. Notch katkaistaan translaation jälkeen trans-golgissa S1-kohdasta ja 
kuljetetaan kalvolle heterodimeerinä. Ligandien, kuten Delta ja Jagged sitouduttua 
Notch-reseptoriin solukalvolla tai mahdollisesti endosomissa, myös ADAM- perheeseen 
kuuluva proteaasi leikkaa Notch:n solunulkoisen osan irti S2-kohdasta, jonka jälkeen γ-
sekretaasi leikkaa NICD:n S3:sta (4) (kuva 2). NICD edistää tumassa alkion kehitykseen 
vaikuttavien kohdegeenien kuten hes1, hes5 ja Hey:n transkriptiota (8,18). Tämä 
intramembraanisen proteolyysin kautta tapahtuva signalointi on palautumatonta ja ohjaa 
siten solujen kehitystä ja erilaistumista tietyille poluille (1). Psen1:n vaimentava mutaatio 
katalyyttisessä aspartaatissa nisäkässoluilla vähensi NICD:n pääsyä tumaan sekä NICD:n 
aktivoimaa transkriptiota (19). On myös mielenkiintoista, että Notch-reseptorin ligandit 
Delta ja Jagged voidaan pilkkoa ADAM:lla sekä γ-sekretaasilla, mikä vapauttaa niiden 
solunsisäiset osat sytoplasmaan mahdollisesti transkriptiotekijöiksi (4).  
Notchin ja APP:n intramembraaninen proteolyysi on siis hyvin samankaltainen. Myös 
Notch katkaistaan kahdesta eri kohdasta APP:n tavoin TMD:n keskeltä. γ-Sekretaasi 
katkaisee Notch:n S3-kohdan lisäksi S4-kohdasta, jolloin syntyy Aβ:n kaltainen pieni 
peptidi, joka on nimetty Nβ:ksi (20). Tämän osoittanut ryhmä edelleen näytti, että AD:ta 
aiheuttava psen1-mutaatio vaikuttaa myös näiden peptidien erilaisen pilkkomiseen 
synnyttäen hieman pidempiä Nβ:a, mikä osoittaa, että nämä kaksi proteiinia katkaistaan 
samalla mekanismilla. On myös huomattu, että APP ja Notch voivat muodostaa yhdessä 
heterodimeerejä, sekä niiden intrasellulaarisilla osilla AICD:lla ja NICD:lla on 
vuoropuhelua keskenään ja ne voivat aktivoida toistensa kohdegeenejä (21). 
Seeprakala (Danio rerio) on osoittautunut hyväksi malliorganismiksi AD:n riskigeenien 
tutkimisessa (22). Hiirialkoilla psen1:n puutteen on osoitettu aiheuttavan 
neurodegeneraation ja somiittien kehityksen häiriötä (23), kun taas psen2:n aktiivisuuden 
estäminen tuottaa fenotyypiltään elinkelpoisia ja fertiilejä yksilöitä ilmentäen vain lieviä 
keuhkomuutoksia (24,25). Seeprakaloilla Psen1:n vaimentaminen morfolino-
oligonukleotideillä on vaikuttanut somitogeneesiin ja pigmentaation (26,27) ja psen1-/--
mutaation on osoitettu aiheuttavan AD:ssakin muuttuneen keskushermoston 
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histamiinijärjestelmän kehityshäiriöitä (28,29), mutta poistogeenisen kannan 
varhaiskehitystä ei ole vielä tarkemmin tutkittu. Psen2:n toimintaa on liitetty lähinnä 
solujen apoptoosin säätelyyn, kun sen toiminnallisen muodon puutteen osoitettiin 
inhiboivan apoptoosia soluviljelmässä (30). Myöhemmin seeprakaloilla psen2-
aktiivisuudella on osoitettu olevan muitakin tehtäviä, kuten melanosyyttien sekä 
selkäytimen dorsaalisten interneuroneiden (DoLA) määrän säätely (27). Psen1+/-psen2-/--
hiirillä on todettu immunologisia häiriöitä, jotka saattavat liittyä lymfosyyttien 
signalointiin solukalvolla (5). Vaikka preseniliinit ovat rakenteellisesti samankaltaisia ja 
ne toimivat samalla tavoin, niillä on selvästikin erilaisia ja osin jopa vastakkaisia tehtäviä 
solujen toiminnassa ja alkion kehityksessä, minkä vuoksi halusimme edelleen tutkia 
niiden toimintaa ja merkitystä seeprakalan kehityksessä. 
 
2. Tavoitteet 
Hypoteesimme mukaan preseniliinien aktiivisuuden menetys vähentäisi γ-sekretaasin 
aktiivisuutta, mikä vaikuttaa seeprakalojen kehitykseen ja näkyisi Notch1a:n 
ilmentymisessä. Työssä on tarkoitus havaita nämä muutokset estämällä psen1 ja psen2 
geenien ilmentyminen seeprakala-alkioilla ja myös löytää eroja näiden kahden geenin 
toiminnan välillä. Tavoitteena on havaita poikkeavuuksia alkioiden sydämen sykkeen, 
somiittien muodostumisen sekä aivojen kasvun kehityksessä. Lisäksi tehdään in situ 
hybridisaatio Notch1a:n mRNA-ekspression selvittämiseksi. Kaikki kokeet tehdään 
kolme kertaa. 
 
3. Materiaalit ja menetelmät 
3.1 Seeprakalat 
Seeprakalan varhaiskehitys voidaan jakaa seitsemään vaiheeseen (31). Hedelmöityksestä 
lähtien zygootti-, cleavage-, ja blastula-vaiheessa munasolu jakautuu blastomeereiksi (0-
5 hpf, eng. hours post fertilization). Gastrulaatiossa muodostuu alkiolevy ja solut 
vaeltavat muodostamaan alkiokerrokset ja tapahtuu neurulaatio (5-10 hpf). Segmentaatio-
vaiheessa somiitit muodostuvat, elinten aiheet kehittyvät ja alkio kasvaa ja kykenee jo 
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liikkeisiin (10–24 hpf). Seuraavan päivän ajan faryngula-vaiheessa alkion sydän alkaa 
sykkiä, alkio kasvaa pituutta sekä pigmentaatio kehittyy. Kuoriutumisvaiheessa (24–72 
hpf) alkio jatkaa kasvua, sen elimet alkavat jo olla kehittyneitä valmiiksi ja se voi 
vapautua suonikalvon sisältä.  
Tutkimukseen on haettu ja saatu Etelä-Suomen lääninhallitukselta eläinkoelautakunnan 
lupa No ESAVI/3623/04.10.03/2012. Kokeessa käytetyt villityypin seeprakalat olivat 
Turku-kantaa ja psen1-/--kalat (PS1 hu2547) oli tehty TILLING-menetelmällä (32) 
Hubrecht Instituutissa (Utrecht, Hollanti). Psen1-/--kaloilla on pistemutaatio geenin 
eksoni 5:ssa, kun guaniini on muuttunut tymiiniksi, mikä luo kohtaan ennenaikaisen 
pysäytyskodonin. Tällöin psen1:n normaali translaatio estyy, mikä vähentää γ-sekretaasin 
aktiivisuutta. Psen2:n aktiivisuus (sekä psen1:n kun poistogeeniset kalat eivät kuteneet) 
vaimennettiin injisoimalla alkioon morfolino-oligonukleotidia (MO). Kaloja kasvatettiin 
28.5 °C:ssa E3-liuoksessa (5 mM NaCl, 0.17mM KCl, 0.33 mM CaCl2 , 0.33 mM MgSO4 
, Tris-puskuri, pH 7), valo/pimeäsyklillä 14h/10h. Osa näytteistä siirrettiin toisena 
päivänä liuokseen, jossa oli lisäksi 1-fenyyli-2-tioureaa (PTU) pigmentaation 
estämiseksi. Kalojen sukupuolten välisiä mahdollisia eroja ei huomioitu, sillä eroja ei 
aiemmin ole havaittu (33). Lisäksi seeprakalojen sukupuoli määräytyy vasta tutkittavan 
ajanjakson jälkeen eikä määräytymisen mekanismia vielä täysin tunneta (34).  
MO:t ovat synteettisiä oligomeerejä, jotka sitoutuvat spesifisesti tietyn geenin mRNA:han 
sen nukleotidijärjestyksen perusteella, siten estäen ribosomiin kiinnittymisen ja 
translaation aminohappoketjuksi ja valmiiksi proteiiniksi (35,36). MO:t voivat myös 
estää mRNA:n silmukoitumisen estämällä tähän vaadittavien säätelyproteiinien tai 
snRNP:n kiinnittymisen mRNA:han. MO:lla voidaan siis vaimentaa halutun geenin 
toimintaa. Niiden rakenne heijastaa DNA:n ja RNA:n rakennetta emästen osalta, mikä 
mahdollistaa tavallisen emäspariutumisen ja spesifisyyden. MO:n emäkset ovat kiinni 
riboosin sijaan morfoliinirenkaissa, johon kiinnittyy fosfaatin sijaan fosforodiamidaatti. 
(35) Morfoliino-oligonukleotidillä itsellään voi olla vaikutuksia alkion kehitykseen (35), 
mikä huomioitiin luomalla kontrolliryhmä standard control MO:lla, joka kohdentuu 
ihmisen β-globiiniin ja on seeprakaloilla teoriassa inaktiivinen eikä sillä pitäisi olla 
merkittäviä vaikutuksia. 
Työssä käytettiin Gene Tools:n (LLC, Corvallis, OR, USA) fluoresoivia morfolino-
oligonukleotideja (Psen1MO, Psen2MO ja standard control MO) (taulukko 1), joita 
laimennettiin steriilillä vedellä sekä fenolipunalla ja injisoitiin 1 ng/nl konsentraatiolla 
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(PV830 Pneumatic PicoPump, World Precision Instruments). Fluoresoiva MO injisoitiin 
alkioiden ruskuaispussiin 4 ng (8 ng psen1+psen2MO-ryhmällä) yksi- tai 
kaksisoluvaiheessa viimeistään tunnin ikäisinä (<1 hpf) ja alkiot, jotka eivät sisältäneet 
fluoresoivaa MO:ta poistettiin (kuva 3), jolloin tutkittavaksi saatiin vain alkioita joihin 
injektio oli onnistunut ja joiden preseniliinigeenit olivat vaimentuneina. 
 
Poistogeenisen psen1-/--kannan epäsäännöllisen kutemisen seurauksena kokeet tehtiin 
villityypin kaloilla. Tällöin ryhmiksi muodostuivat villityyppi (WT), kontrolli (stdMO), 
psen1MO, psen2MO sekä kaksoisinjisoitu ryhmä (psen1+psen2MO).  
 
Morfoliino-oligonukleotidi sekvenssi 5’-3’ 
standard control MO CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA 
psen1 MO ACTAAATCAGCCATCGGAACTGTGA 
psen2e3i3 MO AAGGTAAAGCGGGTCATACAGCCGC 
 
3.2 Somiitit, syke ja aivojen koko 
Yhden päivän ikäisinä alkioiden suonikalvo poistettiin manuaalisesti pinseteillä 
preparaattimikroskoopin alla. Somiittien kehitystä seurattiin laskemalla somiittien määrä 
(kuva 5) Leica MZ12 -valomikroskoopilla ja ottamalla kuvia NIKON E4500 -kameralla 
1-3 päivää fertilisaation jälkeen (eng. days post fertlilization, dpf). Samoin sydämen 
Kuva 3. 4 hpf alkiot ovat blastula-vaiheessa (31).  Fluoresoiva MO 
on levinnyt alkioon tasaisesti ruskuaispussista injektion jälkeen. 
Suonikalvo on korostettu valkoisella viivalla ja nuolella. Toinen 
nuoli osoittaa jakautuvaan solumassaan, blastomeereihin.  
Taulukko 1: Morfoliino-oligonukleotidien sekvenssit. MO:n 3’-päässä fluoresoiva merkkiaine, jonka 
avulla voitiin havaita injektion onnistuminen fluoresenssimikroskoopilla (kuva 3). 
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kehitystä seurattiin laskemalla sydämen lyönnit minuutissa (bpm). Seeprakalan tässä 
kehitysvaiheessa kudos on vielä läpinäkyvää jolloin sydämen sykäykset ovat hyvin 
havaittavissa (kuva 4). Aivojen kehitystä ja kokoa arvioitiin ottamalla keski- ja taka-
aivojen rajalta dorsoventraalinen mitta (kuvat 4 ja 5). Kaikki kuvat otettiin samalla 
suurennoksella ja niitä verrattiin 1 mm:n mitta-asteikkoon, josta oli myös otettu kuva 
samoilla asetuksilla. Kuvia käsiteltiin CorelDraw-ohjelmistolla (CorelDRAW Graphics 
Suite 12). Kalat nukutettiin 4 %:lla tricainella (etyyli-3-aminobentsoaatti) kuvien 
ottamisen ja somiittien sekä sykkeen laskemisen ajaksi, jonka jälkeen ne fiksoitiin 2-4% 
PFA:lla ja säilöttiin metanolissa -20 °C:ssa. Kaikki tulokset analysoitiin GraphPad Prism 
–ohjelmalla (GraphPad Prism, GraphPad Software Ink, CA).  Kahden ryhmän vertailut 




Kuva 4. A: 1dpf, aivojen paksuus arvioitiin ottamalla keski- ja taka-aivojen rajalta dorsoventraalinen mitta; linja on 
merkitty kuvaan katkoviivalla. Sydämen sykkeen sai laskettua kun kudos oli vielä läpinäkyvää sydämen kohdalla ja 
sykäykset helposti havaittavissa. Vasemmalla anteriori- ja ylhäällä dorsaalipuoli. B: havainnekuva anatomiasta; 1 




3.3 in situ hybridisaatio 
Notch1a:n mRNA-ekspression selvittämiseksi tehtiin in situ hybridisaatio (ISH) Thissen 
ja Thissen protokollan mukaan (37) 1-4 dpf kokonaisille kaloille (eng. whole-mount 
method). ISH-tekniikka mahdollistaa tutkittavien geenien ilmentymisen laajuuden 
selvittämisen tarkasteltavassa kudoksessa, tässä tapauksessa seeprakala-alkoissa. ISH:ta 
varten syntetisoitiin in vitro transkriptiolla digoksigeniinilla leimattu koetin-RNA 
Notch1a:lle. Ensin DNA linearisoitiin ja pestiin MiniEluteReaction kit:llä (Quiagen), 
jonka jälkeen T7 RNA polymeraasilla syntetisoitiin digoksigeniinilla leimatuista 
nukleotideista RNA-koettimet. Koettimia pestiin ja pitoisuus tarkastettiin 
geelielektroforeesilla sekä spektrofotometrisesti. 
PFA:lla fiksoidut alkiot permeabilisoitiin proteiinikinaasi K:lla (Roche, lot 10821400), 
jonka jälkeen niihin lisättiin koetin, joka hybridisoitui komplementaarisen mRNA:n 
(Notch1a) kanssa alkion soluissa. Hybridisaation jälkeen koetin visualisoitiin 
immunohistokemiallisesti anti-digoksigeniinivasta-aineella (Fab fragments, lot 
12486522, Sep 13), johon oli liitetty alkaalinen fosfataasi. Kun fosfataasille annettiin 
substraatiksi kromogeenista 5-bromo-4-kloori-3-indolifosfaattia (BCIP) ja 
tetratsoliumsinistä (NBT) niin reaktiossa syntyi indigo-väriainetta, joka voitiin havaita 
(kuva 6). Näytteet infiltroitiin glyseroliin kuvantamista varten. Näytteistä otettiin kuvia 
Leica DM IRB valomikroskoopilla ja Leica DFC490 -kameralla (Leica Application Suite, 
MultiFocus option, Leica Microsystems). 
Kuva 5. 3dpf psen2MO. Kuvassa nuolella osoitettu ja dorsaalisesti V-mallisena rivinä hyvin 
erottuvat somiitit kehittyvät paraksiaalisesta mesodermista ensimmäisten päivien aikana. 
Nukutettuina kaloilta pystyi laskemaan somiittien määrän kunakin päivänä. Aivojen paksuus 
mitattiin 3dpf kaloilta silmän kaudaalipuolelta ventraalisen pigmenttijuosteen anteriorisesta 
sarvesta dorsaalisesti katkoviivan osoittamalla tavalla; pigmentaatio kuvailtu (31) . Vasemmalla 








Työssä ei havaittu tilastollisesti merkittäviä eroja aivojen paksuuden suhteen keski- ja 
taka-aivojen rajalta mitattuna (kuva 7). Ensimmäisen päivän jälkeen seeprakalojen kasvu 
ryhmien välillä pysyi tasaisena ilman suuria vaihteluja. 
 
Kalojen syke kiihtyi ensimmäisen päivän noin 70 bpm arvoista tasolle 140 bpm 
kolmanteen päivää mennessä, mutta ensimmäisen päivän vaihtelusta huolimatta 
tilastollisesti merkittäviä eroja ryhmien välille ei syntynyt (kuva 8). 
Kuva 6. Vasta-aineessa oleva alkalinen fosfataasi hydrolysoi BCIP:n, jonka jälkeen NBT hapettaa 
muodostuneen välituotteen siniseksi väriaineeksi, joka mahdollistaa koettimen ja siten Notch1a:n 
visualisoimisen. 
Kuva 7: Pylväsdiagrammit ryhmien aivojen kokoestimaatista 1-3 dpf. Ryhmien välillä ei tilastollisesti 







Somiittien määrän suhteen ei syntynyt koeryhmien välille eroja (kuva 9). Ryhmien välillä 
ei ollut juurikaan eroja yhtenäkään mittauspäivänä. Sen sijaan somiittien kehittyminen 
eteni  ryhmien sisällä yksilöidenkin välillä erittäin tasaisesti.
 
Notch1a:n ilmentymisessä oli selvästi havaittavia eroja päivien, mutta myös ryhmien 
välillä. Notch1a ilmentyi kauttaaltaan voimakkaimmin alkion kehityksen ensimmäisinä 
päivinä (kuva 10) ja vaimenee neljänteen päivään menneessä vähäiseksi. 
 
Kuva 8: Pylväsdiagrammit ryhmien sykkeestä 1-3 dpf. Ryhmien välillä ei tilastollisesti merkittäviä 
eroja (p > 0.05). 
 
 
Kuva 9: Pylväsdiagrammit somiittien määristä ryhmissä 1-3 dpf. Ryhmien välille ei muodostunut 
tilastollisesti merkittäviä eroja (p > 0.05). 
 
Kuva 10. 1dpf näytteiden Notch1a-
ilmentymisessä ei ollut eroja. Notch1a:n 
ilmentyminen oli voimakkainta ensimmäisenä 
päivänä. Morfantit ovat ulkomuodoltaan 
erilaisia, mikä johtuu hybridisaatiokäsittelystä. 




Toistettava ero ryhmien välisessä ilmentymisessä havaittiin 3dpf kaloissa, kun psen1-
morfanteilla Notch1a ilmentyminen oli lisääntynyt diffuusisti taka-aivoissa verrattuna 
kontrolliryhmiin ja psen1+2-morfantteihin (kuva 11). Tulos oli sama kaikissa  ISH-
koesarjoissa. ISH on kuitenkin vain kvalitatiivinen tutkimus, eikä mahdollista 




Hypoteesimme mukaan preseniliinien aktiivisuuden menetys olisi vaikuttanut 
seeprakalojen kehitykseen. Havaitsimme siis Notch1a:n ilmentymisen lisääntyneen 3dpf 
psen1MO-ryhmässä verrattuna kontrolliryhmiin. Tämä voi tarkoittaa, että psen1:n puute 
tai sen aiheuttama psen2:n ylikompensaatio aiheuttaa ilmentymisen muutoksen. 
Aiemmissa tutkimuksissa (27) on esitetty psen2MO:n vähentävän Notch:n ilmentymistä. 
Tämä voisi selittää miksi psen1+2MO-ryhmä vastasi kontrolliryhmiä, jos ajatellaan 
psen1MO:n lisäävän ja psen2MO:n vähentävän ilmentymistä ja näin kumoten toistensa 
vaikutukset. Löydöksemme on kuitenkin vasta viitteellinen ja vaatii jatkossa 
lisäselvityksiä. 
Psen1:llä ja psen2:lla on osoitettu olevan muitakin osin vastakkaisia vaikutuksia 
seeprakaloilla: psen1MO lisäsi ngn-1 ekspressiota aivoissa ja selkäytimessä, mikä kertoo 
lisääntyneestä neurogeneesistä kun taas psen1+2MO vähensi ekspressiota (26). Toisena 
Kuva 11. 3dpf Notch1a:n ekspressio  WT, stdMO, psen1MO, psen2MO, psen1+psen2MO-ryhmissä. 
Psen1MO-ryhmän ekspressio oli diffuusisti suurentunut taka-aivoissa (nuolet). Sekä psen2MO- että 




esimerkkinä psen2MO yksinään lisäsi DoLA-neuroneiden määrää, mutta psen1+2MO 
yhdessä lievensi tätä kasvua (27). 
Notch-signaloinnin kohdegeenien, kuten hes1:n tai neurog1:n ekspression selvittäminen 
olisi antanut tarkentavaa lisätietoa preseniliinien vaikutuksesta Notch-signalointiin. 
Morfolino-oligonukleotidien aiheuttaman fenotyypin kontrollointi olisi voitu tehdä 
antamalla alkioille psen mRNA:ta, jolloin olisi saatu varmuus fenotyypin spesifisyydestä 
näille MO:lle. Myös preseniliinien ilmentymisen estyminen olisi voitu varmentaa 
PCR:llä. Notch1a:n ekspression muutoksen kvantifioiminen qPCR:llä tarkentaisi nyt 
havaittua viitteellistä löydöstä 3dpf kaloilla. 
Hiirillä psen1:n puutos muistuttaa Notch-puutosta fenotyypiltään, joten Notch voisi olla 
psen1:n tärkein vaikutuskohde (27), lisäksi sporadisen AD:n potilailla Notch on 
upreguloitunut (21). Preseniliinit vaikuttavat Notch-signaloinnin kautta mm. 
neurulaatioon (27): kun seeprakaloilla psen1 tai psen2 vaimennettiin MO:lla, niin 
erilaistumattomat monikykyiset solut muodostivat enemmän dorsaalisia sensorisia 
neuroneita ja vähemmän melanosyyttejä. Hiirillä psen1 ja psen2 inaktivaatio 
postnataalisissa neuroneissa aiheuttaa ikään liittyvää neurodegeneraatiota aivoissa, 
sisältäen muistin heikkenemistä, synapsien katoa, neuronien kuolemaa ja tau-
hyperfosforylaatiota ilman Aβ-muodostusta (50).  
Tau-proteiini on fosforyloituneena altis muodostamaan fibrillejä ja se hajotetaan p62:n 
avustamana ubikitinaation jälkeen proteasomissa tai vaihtoehtoisesti lysosomissa (51). 
Psen1:n osoitettiin säätelevän p62:n transkriptiota ja siten vaikuttavan tau-proteiinin 
hajotukseen, kun psen1 FAD-mutaatio vähensi p62:sta sekä aiheutti tau-proteiinin 
kertymistä hiirillä ja seeprakaloilla tehdyissä tutkimuksissa (51). Preseniliinien puutos 
siis lisää molempien neurotoksisten peptidien, Aβ42:n ja tau:n kertymistä ja lisäksi AD-
hiirimalleilla niiden on osoitettu toimivan yhdessä ja jopa lisäävän toistensa 
neurotoksisuutta (52). 
Aiemmissa tutkimuksissa psen1MO ja psen2MO aiheuttavat molemmat hydrokefalusta 
(27,38) sekä psen1MO pienempää päätä (26). Hiirillä psen1-/- -genotyyppi aiheuttaa 
neuronikatoa aivoissa, mikä johtuu neuraalisten progenitorsolujen (NPC) liian aikaisesta 
erilaistumisesta Notch-signaloinnin vaimentumisen myötä (42). Mielenkiintoista on 
myös se, että Aβ on osoitettu olevan toksinen NPC:lle vaikuttaen niiden proliferaatioon, 
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erilaistumiseen ja selviytymiseen sekä edistäen niiden apoptoosia hippokampuksessa 
(43). 
Preseniliinit liittyvät myös apoptoosin säätelyyn. Hiirillä psen1:n ilmentymisen esto 
aiheuttaa solukuolemaa (44), sekä hiirillä, joilla ei ole p53:a on myös alhaisempi psen1:n 
ilmentyminen (45). Lisäksi psen2 aiheuttaa p53:n kautta apoptoosia ja psen1:n 
ilmentymisen laskua (46) kun taas molempien preseniliinien aktiivisuuden lasku ei lisää 
merkittävästi apoptoosia (26). Psen1 näyttää siis suojaavan apoptoosilta kun taas psen2 
edistää sitä.  
Aikuisilla jyrsijöillä ja kädellisillä, ihmiset mukaan lukien, neurogeneesiä tapahtuu 
kahdessa paikassa; subventrikulaarinen alue lateraaliventrikkelin seinämässä ja 
subgranulaarinen alue hippokampuksen gyrus dentatuksessa molemmat sisältävät 
NPC:tä, muualla neurogeneesi on vähäistä tai tapahtuu vain tietyissä olosuhteissa (47). 
Aikuisilla seeprakaloilla ventrikulaaristen NPC:n jakautumista säätelee Notch-signalointi 
lateraali-inhibition tavoin ja sen estäminen saa NPC:t jakautumaan ja erilaistumaan 
neuroneiksi (48).   
Nämä preseniliinien mahdolliset suorat ja välilliset vaikutukset neurogeneesiin voisivat 
osaltaan selittää aiemmin havaittuja eroja aivojen koossa. Tässä tutkimuksessa aivojen 
koon mittaaminen osoittautui hankalaksi kun siihen ei ole vielä kehitetty vakiintunutta 
käytäntöä. Mittasimme aivojen paksuutta keski- ja taka-aivojen rajalta lateraalisesti 
katsottuna (kuvat 4 ja 5). Kalojen asentoa ei saatu aina vakioitua riittävän hyvin, jolloin 
osa alkioista saattoi olla toisia enemmän kyljellään, mikä vaikutti mittaukseen. Lisäksi 
alkioiden taipumus olla joko kyljellään tai selällään vaihtelee kehitysasteen mukaan (31). 
Tuloksista päätellen tämä menetelmä ei välttämättä ole tarpeeksi herkkä aivojen koon ja 
kehityksen mittaamiseen, kun ryhmien välille ei muodostunut mitattavia eroja. 
Preseniliineillä ei ole raportoitu olevan vaikutuksia seeprakalojen sydämen kehitykseen 
tai toimintaan. Hiirillä tosin psen1:n puutteen osoitettiin häiritsevän angiogeneesiä (49), 
mikä ei ole yllättävää kun γ-sekretaasin substraatteja tiedetään olevan Notch:n lisäksi 
vascular endothelial growth factor reseptor-1 (VEGFR-1) sekä vascular endothelial 
cadherin (5). Seeprakala-alkioiden sydän ja verenkiertoelimistö alkaa kehittyä 24 hpf ja 
jatkavat kehittymistä 2 dpf saakka, jolloin sydämestä erottuvat jo selvästi kammio ja 
eteinen sekä tasainen syke (31). Mahdolliset MO:n aiheuttamat muutokset sydämen 
kehityksessä siis todennäköisesti näkyisivät valittuina aikapisteinä. Tässä tutkimuksessa 
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eroja ei kuitenkaan havaittu kun sydämen kehitystä arvioitiin vain sykettä mittaamalla. 
Arvioimalla sydämen toimintaa laajemmin saataisiin mahdollisesti tarkempi arvio näiden 
geenien merkityksestä sydämen kehitykselle. 
Psen1MO:n on osoitettu aiheuttavan häiriintynyttä somitogeneesiä etenkin pyrstön 
loppupäässä, sekä somiittien V-mallisen muodon puutetta, vaikka somiitit olisivatkin 
havaittavissa (10,26). Tässä tutkimuksessa ei kuitenkaan muodostunut eroja somiittien 
määrässä eri ryhmien välille. V-mallisista somiiteista kehittyvät myotomaaliset 
ventraaliset ja dorsaaliset lihakset, jotka alkavat supistella 17 hpf jälkeen (31). Psen1MO 
vaikutus lihasten kehitykseen voisi siis myös näkyä testaamalla kalojen lokomotoriikkaa. 
Lisäksi seeprakalan APP:n vastineen appb:n on osoitettu in vivo olevan välttämätön 
motoneuroneiden kehitykselle ja hermolihasliitosten muodostumiselle ja appb:n 
ekspression lasku aiheutti muutoksia seeprakalojen lokomotoriikkaan (39). Sekä 
psen1MO että psen2MO aiheuttivat sykliini G1 (ccng1) upregulaatiota, ja ccng1 ilmentyy 
myotomeissa, joten se voi liittyä somitogeneesiin (40). Myös AD potilailla 
hippokampuksessa ja neokorteksissa ilmentyy lisääntynyt määrä ccng1:stä (41), joten 
jonkinlainen yhteys preseniliinien ja ccng1:n välillä näyttää olevan. 
 
6. Johtopäätökset 
Preseniliineillä on selvästi monia solunsisäisiä toimintoja γ-sekretaasiaktiivisuuden 
lisäksi, vaikkakaan niiden täydellisiä mekanismeja ja tarkoituksia ei vielä täysin tunneta. 
Tässä työssä saatiin viitteitä muuttuneesta Notch-signaloinnista seeprakaloilla, joiden 
preseniliinigeenien aktiivisuus oli vaimennettu morfoliino-oligonukleotideillä. Löydös 
vaatii kuitenkin vielä tarkempia tutkimuksia jatkossa. Preseniliinien osalta on tärkeää 
tutkimusta vielä tekemättä niiden merkityksen sekä neurodegeneratiivisten tautien 
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